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Verbindungen der Forme! (I) 
(1. Formel) 

worin R eine Gruppe der Formel 
(2. Formel) 

bedeutet. sowie die entsprechenden durch RingschluO gebil- 
deten Lactone, die Saize (Insbesondere Alkalimetallsalze) 
und Ester (speziell d-Ca-Alkylester) dieser Verbindungen 
konnen hergestellt werden, indem die Substanzen ML-236B 
Oder ML-236B-Carbonsaure Oder deren Salze Oder Ester 
einer enzymatiscrien Hydroxylierung unterworten werden, die 
mit Hilfe von Mikroorganismen der Genera Mucor, Rhizopus, 
Zygorynchus, Circinelle, Actinomucor, Gongronella, Phyco- 
myces, Martierella, Pycnoporus, Rhizoctonia, Abstdia, Cun- 
ninghamella, Syncephaiastrum und Streptomyces Oder zell- 
freien enzymhaltigen Extrakten aus diesen Mikroorganismen 
durchg fuhrt werden kann. Dies Verbindungen sind befahigt, 
die Biosynthese von Cholest rin zu inhibier n und eignen sich 
daher zur Behandlung der Hyp rchol steramie. (31 22 499 - 
24.12.1981) 
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Neue Derivate von ML-236B, Verfahren zu 
ihrer Herstellung und diese Derivate enthal- 
tende Arzneimittelzubereitungen 
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Verbindungen der Formel (I) 
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in der R fur eine Gruppe der nachstehenden Formeln steht 




Oder 




sowie die durch RingschluB gebildeten Lactone und Salze 
und Ester dieser Verbindungen. 



2. Verbindungen gemaB Anspruch 1 der Formel (II)« 
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R^OC 




(III 



worin R 1 ein Wasserstof f atom oder eine C 1 -C 5 -Alkylgruppe 
bedeutet, sowie pharmazeutisch geeignete Salze der Saure, 
in der R 1 ein Wasserstof f atom bedeutet. 

3. verbindungen nach Anspruch 2, worin R 1 ein Wasser- 
stof f atom bedeutet. 



4. verbindungen nach Anspruch 2, worin R eine C,-^ 
Alkylgruppe bedeutet. 

5. Verbindungen nach Anspruch 2, worin R 1 eine Me thy 1- 
• gruppe bedeutet. 



6. Verbindungen 
salze. 



nach Anspruch 2 in Form der Alkalimetall 
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7. Verbindungen nach Anspruch 6 in Form des Natrium- 
salzes. 

8. Verbindung nach Anspruch 1 der Formel (III) 

(L ^ M 




9. Verbindungen nach Anspruch 2 der in Formel (IV) ge- 
zeigten sterischen Konf iguration : 
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worin R die in Anspruch 2 gegebene Definition hat, sowie 
deren pharmazeutisch geeignete Salze. 

10. Verbindungen nach Anspruch 9, worin R 1 ein Wasser- 
stoffatom bedeutet. 

11. Verbindungen nach Anspruch 9, worin R 1 eine C^-Cg- 
Alkylgruppe bedeutet. 

12. Verbindungen nach Anspruch 9, worin R 1 eine Methyl- 
gruppe bedeutet. 

13. Verbindungen nach Anspruch 9 in Form der Alkalimetall 
salze. 

14. Verbindungen nach Anspruch 13 in Form des Natrium- 
salzes. 

15. Verbindung nach Anspruch 8 mit der in Formel (V) 
gezeigten sterischen Konf iguration : 
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16, Verbindungen nach Anspruch 2 mit der in Formel (VI) 
gezeigten sterischen Konf iguration : 




worin R die in Anspruch 2 gegebene Definition hat, sowie 
deren pharmazeutisch geeignete Salze. 

17. Verbindungen nach Anspruch 16, worin R 1 ein Wasser- 
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stoffatom bedeutet. 

18. Verbindungen nach Anspruch 16, worin R 1 eine C^-C^- 
Alky lgruppe bedeutet . 

19. Verbindungen nach Anspruch 16, worin R 1 eine Methyl- 
gruppe bedeutet. 

20. Verbindungen nach Anspruch 1 6 in Form der Alkalime- 
tallsalze. 

21 . Verbindungen nach Anspruch 20 in Form des Natrium- 
salzes . 

22. Verbindung nach Anspruch 8 mit der in Formel (VII) 
gezeigten sterischen Konf iguration : 




(VII) 
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23. Verbindungen nach Anspruch 1 der Formel (VIII) : 




(VIII] 



worin R ein Wasserstof f atom oder eine C 1 -C 5 -Alkylgruppe 
bedeutet, sowie pharmazeutisch geeignete Salze der Saure, 
in der R 1 ein Wasserstof f atom darstellt. 

24. Verbindungen nach Anspruch 23, worin R 1 ein Wasser- 
stof f atom bedeutet. 

25. Verbindungen nach Anspruch 23, worin R 1 eine C^-Cg- 
Alkylgruppe bedeutet. 

26. Verbindungen nach Anspruch 23, worin R 1 eine Methyl- 
gruppe bedeutet. 
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27. Verbindungen nach Anspruch 23 in Form der Alkali- 
metallsalze. 

28. Verbindungen nach Anspruch 27 in Form des Natrium- 
salzes . 

29. Verbindung nach Anspruch 1 der Formel (IX) : 




(IX) 



30. Verfahren zur Herstellurig einer Verbindung der 
Formel (I) : 
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steht , 

sowie die durch RingschluB gebildeten Lactone und Salze 
und Ester dieser Verbindungen , dadurch g e k e n n - 
zeichnet, dafi man als Substrat eine der Substanzen 
ML-236B, ML-236B-carbonsaure Oder deren Salz Oder Ester 
enzymatisch hydroxyliert • 

31. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daS man die enzymatische Hydroxy lierung 
mit Hilfe eines Mikroorganismus, der aus Mikroorganismen 
der Genera Mucor, Rhizopus, Zygorynchus, Circinella, Actino 
mucor, Gongronella, Phycomyces, Martierella, Pycnoporus, 
Rhizoctonia, Absidia, Cunninghamella, Syncephalastrum und 
Streptomyces ausgewahlt ist oder mit Hilfe eines zell- 
freien enzymhaltigen Extrakts aus diesen Mikroorganismen 
durchf iihrt . 

32. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB man einen der folgenden Mikroor- 
ganismen verwendet : 

Absidia coerulea 
Cunninghamella echi nulata 
Syncephalastrum racemosum 
Streptomyces roseochromogenus 
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Mucor hiemal is f - hiemal is 
Mucor bacill ifonnis 

Mucor circinelloides f . circinelloides 

Mucor hiemal is f . corticolus 

Mucor dimorphosporus 

Mucor fragilis 

Mucor genevensis 

Mucor gTobosus 

Mucor circinelloides f . griseo-cyanus 

Mucor heterosporus 

Mucor spinescens 

Rhizopus chinensis 

Rhizopus circinans 

Rhizopus arrhizus 

Zygorynchus moelleri 

Circinell a muscae 

Circinella rigida 

Circinella umbellata 

Actinomucor elegans 

Phycomyces bl akesleeanus 

Martierella isabellina 

Gongronella butleri 

Pycnoporus coccineus 

Rhizoctonia sol ani 

Syncephalastrum nigricans 

Absidia gl auca var. p aradoxa 
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33. Verfahren nach Anspruch 32, dadurch g e k e n n 
zeichnet, daB man einen der folgenden Mikro- 
organisrnen verwendet : 

Absidia coerulea IFO-4423 
Cunninghamella echinulata IFO-4445 
Cunninghamella echinulata IFO-4444 
Cunninghamella echinulata ATCC-9244 
Syncephalastrum racemosum IFO-4814 
Syncephalastrum racemosum IFO-4828 
Streptomyces roseochromogenus NRRL-1233 
Streptomyces roseochromogenus IFO-3363 
Streptomyces roseochromogenus IFO-3411 
Mucor hi emalis f. hi emails IFO-5834 
Mucor hiemalis U_ hiemalis IFO-5303 
Mucor hiemalis f. hiemalis IFO-8567 
Mucor MejnaTJjs MemaVis IFO-8449 
Mucor higmalis f. hiemalis IFO-8448 
Mucor hiemalis J\ hiemalis ' IFO-8565 
Mucor hiemalis f. hiemalis CBS-117.08 
Mucor hiemalis f. hiemalis CBS-109.19 
Mucor hiemalis f. hiemalis CBS-200.28 
Mucor hiemalis Jf_;_ hiemalis CBS-242. 35 
Mucor hiemalis f. hiemalis CBS-110.19 
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Hucor hiemalis f. hiemalis CBS-201.65 

Mucor baciHiformis MRRL-2346 

Mucor circinelloides f . circinelloides IFO-4554 

Mucor circinelloides f. circinelloides IFO-5775 

Mucor hiemalis f, corticolus NRRL-12473 

Mucor dimorphosporus IFO-4556 

Mucor fragilis CBS-236. 35 

Mucor genevensis IFO-4585 

Mucor globosus NRRL-12474 

Mucor circinelloides f. griseo-cyanus IFO-4563 

Mucor heterosporus NRRL-3154 

Mucor spinescens IAM-6071 

Rhizopus chinensis IFO-4772 

Rhizopus circinans ATCC-1225 

Rhizopus arrhizus ATCC-11145 

Zygorynchus moeHeri IFO-4833 

Circinella muscae IFO-4457 

Circinella Hgida NRRL-2341 

Circinella umbellata NRRL-1713 

Circinella umbellata IFO-4452 

Circinella umbella ta IFO-5842 

Phycomyces blakesleeanus NRRL-12475 
Martierella i sabellina IFO-6739 
Gongronella butleri IFO-8080 
Pycnoporus coccineus NRRL-12476 
Rhizoctonia solani NRRL-12477 
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S yncephalastrum nigricans NRRL-12478 
Syncephalastrum nigricans NRRL-12479 
Syncephalastrum nigricans NRRL-12480 
Absidia gTauca var, paradoxa IFO-4431 
Actinomucor elegans ATCC-6476 

34. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB man aus dem Reaktionsgemisch eine 
Verbindung aus der Gruppe M-4, M-4', IsoM-4, IsoM-4', 
ein Salz, einen Ester oder ein Lacton von M-4, M-4', 
IsoM-4 oder IsoM-4' oder ein Gemisch solcher Verbindun- 
gen abtrennt. 

35. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch g e k e n n - 

z e i c h n e t , daS der Ester ein C^-C^-Alkylester ist. 

36. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch g e k e n n - 
zeichnet , daB der Ester ein Methylester ist. 

37. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB das Salz ein Alkalimetallsalz ist. 

38. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB das Salz ein Natriumsalz ist. 
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39. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch g e k e n n- 
zeichnet, daB ein Mikroorganismus aus der nach- 
stehenden Gruppe von Mikroorganismen verwendet wird: 

Absidia coerulea 
Cunninghamell a echinulata 
Syncephal astrum racemosum 
Mucor hi emails f . hi emails 
Mucor bacilliformis 

Mucor circinelloides circinelloides 

Mucor hiemalis f . corticolus 

Mucor dimorphosporus 

Mucor fragilis 

Mucor genevensis 

Mucor gl obosus 

Mucor circinelloides f . griseo-cyanus 

Mucor heterosporus 

Mucor spinescens 

Pycnoporus coccineus 

Rhizoctonia solani 

Syncephal astrum nigricans 

40. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB ein Mikroorganismus aus der folgenden 
Gruppe verwendet wird: 
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Absidia coerulea IFO-4423 

Cunninghamell a echinul ata IFO-4445 

Cunni ngham el 1 a ec hinulata IFQ-4444 

Cunni nghamell a echi nul ata ATCC-9244 

Syncephal astrum racemosum IFO-4814 

Syncephalas trum racemosum IFO-4828 
Mucor hiemalis f. hiemalis IFO-5834 



Mucor 


hiemal is 




hiemal is 


IFO-5303 


Mucor 


hiemal is 




hiemal is 


IFO- 


-8567 


Mucor 


hiemal is 




hiemal is 


IFO- 


• 8449 


Mucor 


hiemal is 




hiemal is 


IFO- 


-8448 


Mucor 


hiemalis 


f. 


hiemalis 


IFO- 


-8565 


Mucor 


hiemal is 




hiemal is 


CBS- 


-117-08 


Mucor 


hiemal is 


j\ 


hiemal is 


CBS- 


-109.19 


Mucor 


hiemal is 


f. 


hiemal is 


CBS- 


-200.28 


Mucor hiemalis 


f. 


hiemalis 


CBS- 


-242.35 


Mucor 


hiemal is 


fj_ 


hiemal is 


CBS 


-110.19 


Mucor 


hiemalis 


f. 


hiemal is 


CBS 


-201.65 



Mucor bacilliformis NRRL-2346 

Mucor circinelloides f . circinelloides IFO-4554 

Mucor circine l loides f . circinello ides IFO-5775 

Mucor hiemalis f. corticolus NRRL-12473 

Mucor dimorphosporus IFO-4556 

Mucor fragil is CBS-236.35 

Mucor genevensis IFO-4585 



130052/08G9 



- 18 - 3122499 

Mucor globosus NRRL-12474 

Mucor circinelloides f. griseo-cyanus IFO-4563 

Mucor heterosporus NRRL-3154 

Mucor spinescens IAM-6071 

Pycnoporus coccineus NRRL-12476 

Rhizoctonia solani NRRL-12477 

Syncephalastrum nigricans NRRL-12478 
Syncephalastrum nigricans NRRL-12479 and 
Syncephalastrum nigricans NRRL-12480. 

4 1 . Verf ahren nach Anspruch 3 1 , dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB man einen Mikroorganismus aus der 
nachstehenden Gruppe von Mikroorganismen verwendet: 

Mucor hi ema1is _f. hiemalis 

Mucor circinelloides circinelloides 

Mucor fragilis 

Mucor genevensis 

Mucor circinel l oides f . gr iseo-cyanus 
Pycnoporus c occineus and 
Rhizoctonia solani. 



42. Verf ahren nach Anspruch 31, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB man einen Mikroorganismus aus der 
Gruppe Syncephalastrum nigricans 
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und Syncephalastrum racemosum verwendet und Verbindangen 
der Formel (VI) 




worin R^ ein Wasserstof f atom Oder eine -C 5 -Alkylgruppe 
bedeutet, pharmazeutisch geeignete Salze der Saure, worin 
R 1 ein Wasserstof f atom darstellt oder eine Verbindung der 
Formel (VII) 




(VII) 



herstellt • 
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43. Verfahren nach Anspruch 4 2 , dadurch g e k e n n - 
zeichnet , daB R 1 ein Wasserstof f atom bedeutet. 

44. Verfahren nach Anspruch 42, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB R 1 eine C 1 -Cg-Alkylgruppe bedeutet. 

45. Verfahren nach Anspruch 42 , dadurch g e k e n n - 
zeichnet , daB R^ eine Methylgruppe bedeutet. 

46. Verfahren nach Anspruch 42 , dadurch g e k e n n - 
zeichnet , dafl das Salz ein Alkalimetallsalz ist. 

47. Verfahren nach Anspruch 4 6 , dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB das Salz ein Natriumsalz ist. 

48. Verfahren nach Anspruch 31 , dadurch g e k e n n - 
zeichnet , daB ein Mikroorganismus aus der Gruppe 
Absidia coerulea und Cunninghamella echinulata verwendet 
wird und eine Verbindung aus der Gruppe der Verbindungen 
der Formel (VIII) 
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(VIII) 



worin R ein Wasserstof f atom oder eine -Cg-Alkylgruppe be- 
deutet, pharmazeutisch geeignete Salze der Saure, in.der R 1 
ein Wasserstof f atom bedeutet, und Verbindungen der Formel (IX) 




hergestellt wird. 
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49. Verfahren nach Anspruch 48, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, dafi R ein Wasserstof f atom bedeutet. 



50. Verfahren nach Anspruch 48, dadurch g e k e n n 

,1 

^ i n * r 

'1 5 



zeichnet, daB R eine C -C -Alkylgruppe bedeutet. 



51. Verfahren nach Anspruch 48, dadurch g e k e n n ■ 
zeichnet , dafl R^ eine Methylgruppe bedeutet. 

52. Verfahren nach Anspruch 48, dadurch g e k e n n - 
z e i c h n e t , dafi das Salz ein Alkalime tall salz ist. 

53. Verfahren nach Anspruch 52, dadurch g e k e n n - 
z e i c h n e t , daB das Salz ein Natriumsalz ist. 

54. Arzneimittel mit Wirksamkeit zur Inhibierung der 
Biosynthese von Cholesterin, enthaltend einen Wirkstoff 
sowie gegebenenfalls iibliche Arzneimittelzusatze bzw. 
TrSgersubstanzen, dadurch gekennzeichnet, 
daB es als Wirkstoff eine Verbindung gemSB einem der 
Anspriiche 1 bis 29 enthSlt. 
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BESCHREIBUNG: 



Die Erfindung betrifft eine Reihe neuer Derivate der 
an sich bekannten Verbindung ML-236B, Verfahren zu ihrer 
Herstellung und pharmazeutische Zubereitungen, welche 
diese Verbindungen als Wirkstof f e enthalten . 

Die Verbindung ML-2 36B, welche die nachgestehende chemische 
S truktur forme 1 besitzt: 




ist in der US-PS 3 983 140 beschrieben. Sie wurde aus den 
Stof fwechselprodukten von Mikroorganismen des Genus 
Penicillium, insbesondere Penicillium citrinum, einer 
Blauschimmel-Spezies, isoliert und in gereinigter Form 
erhalten. Es hat sich gezeigt, daB diese Verbindung die 
Biosyn these von Cholesterin durch Enzyme oder Zellkulturen , 
die von Versuchstieren abgetrennt wurden, inhibiert, indem 
sie mit dem geschwindigkeitsbegrenzenden , bei der. Biosynthe 
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des Cholesterins aktiven Enzym, namlich 3-Hydroxy-3-methyl- 
glutaryl-Coenzym A-Reduktase konkurriert und inf olgedessen 
den Serum-Cholesterinspiegel von Tieren drastisch vermin- 
dert (Journal of Antibiotics, 29, 1346 (1976)). Eine An- 
zahl von Verbindungen mit strukturellem Zusammenhang mit 
ML-236B wurden ebenfalls aufgefunden und haben sich als 
befahigt zur Inhibierung der Biosynthese des Cholesterins 
erwiesen. 

Erf indungsgemafi wird nun eine Reihe von neuen Verbindungen 
zur Verfugung gestellt, die durch enzymatische Hydroxylie- 
rung von ML-236B oder dessen Derivaten hergestellt werden 
konnen, und die eine Fahigkeit zur Inhibierung der Biosyn- 
these von Cholesterin besitzen, die mindestens mit der von 
ML-236B selbst vergleichbar ist und diese in einigen Fallen 
wesentlich uberschreitet • 

Gegenstand der Erf indung sind somit Hydroxycarbonsauren der 
Forme 1 (I) 




(i) 
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Oder 



bedeutet, 

sowie unter RingschluB gebildete Lactone und Salze und 
Ester dieser Verbindungen. 

Gegenstand der Erfindung ist auBerdem ein Verfahren zur 
Her ste Hung von Verbindungen der Formel (I) , der en 
durch RingschluB gebildete Lactone, sowie deren Salze 
Oder Ester, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man 
ML-236B Oder ML-236B-carbonsaure oder deren Salze Oder 
Ester der enzymatischen Hydroxylierung unterwirft. 



ML 



-236B-carbonsaure entspricht folgender 



Formel 



130052/0S69 



- 26 - 



3122499 4 




Gegenstand der Erfindung sind daruber hinaus Arzneimittel , 
die sich zur Behandlung der Hypercholesteraemie eignen, 
die dadurch gekennzeichnet sind, daB sie als Wirkstoff eine 
bder mehr Verbindungen der vorstehend definierten Formel I 
oder die entsprechenden durch Ringschlufi gebildeten Lactone, 
Salze oder Ester, soweit diese Derivate pharmazeutisch ver- 
trSglich sind, enthalten. 



Die Erfindung wird nachstehend ausf iihrlicher erlautert. 



Eine Klasse der erf indungsgemSBen Verbindungen sind Ver- 
bindungen der Formel (II) 
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in) 
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Im Hinblick auf die Anzahl von asynroetrischen Kohlen- 
stoffatomen in die sen Verbindungen sind zahlreiche 
geometrische Isomere mttglich. Unter diesen sind fol- 
gende Isomere am wichtigsten: 

Verbindungen der Formel (IV) : 




worin R die vorstehend gegebene Definition hat, 

und pharmazeutisch geeignete Salze der Saure, wenn 
1 

R ein Wasserstof f atom bedeutet f und das entsprechende 
Lac ton der Formel (V) 
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sowie Verbindungen der Formel (VI) 
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Die HydroxycarbonsSure der Formel (IV) , in der R ein 
Wasserstof f atom bedeutet, wird in dieser Beschreibung 
und den Patentanspruchen auch abgekurzt als M-4 bezeich- 
net und Derivate dieser Saure, insbesondere ihre Salze 
und Ester /werden als Derivate von M-4 bezeichnet, wahrend 
das entsprechende Lacton der Formel (V) als M-4 -Lacton 
bezeichnet wird. 

In entsprechender Weise wird die Hydroxycarbonsaure der 
Formel (VI) , in der R 1 ein Wasserstof f atom bedeutet, als 
M-4 1 benannt und Derivate dieser Saure werden als Derivate 
von M-4' bezeichnet, wahrend das entsprechende Lacton der 
Formel (VII) als M-4 1 - Lacton bezeichnet wird. 

Eine weitere bevorzugte Klasse von Verbindungen gemafl 
der Erfindung sind Verbindungen der Formel (VIII) 




(VIII) 



worin R die vorstehend gegebene Definition hat, sowie 
pharmazeutisch geeignete Salze der Saure, in der R ein 
Wasserstof f atom bedeutet und das entsprechende Lacton 
der Formel (IX) 
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(IX) 



Daruber hinaus ist eine Vielfalt von geometrischen Iso- 
meren dieser Verbindungen moglich, deren wichtigste nach- 
stehend angegeben sind: 

Verbindungen der Formel (X) : 




(X) 
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1 ! 

worin R die vorstehend gegebene Definition hat, 

und pharmazeutisch geeignete Salze der Saure, in 

der R 1 ein Wasserstof f atom darstellt und das ent- 

sprechende Lacton der Formel (XI) ) 




und Verbindungen der Formel (XII) 




und pharmazeutisch geeignete Salze der Saure, in der 

ein Wasserstof f atom bedeutet, sowie das entspre- 
chende Lacton der Formel (XIII) : 

i 
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(XIII) 



Die Saure der Formel (X) wird in dieser Beschreibung und 
den Patentanspriichen kurz* als IsoM-4 bezeichnet, und ihre 
Derivate, wie Salze und Ester, werden als Derivate von 
IsoM-4 bezeichnet, wahrend das entsprechende Lacton der 
Formel (XI) als IsoM-4-Lacton benannt wird. 
Die Saure der Formel (XII) , worin R 1 ein Wasserstof f atom 
bedeutet, wird kurz als IsoM-4 1 und ihre Derivate werden 
als Derivate von IsoM-4' bezeichnet, wahrend das entspre- 
chende Lacton der Formel (XIII) als IsoM-4 • -Lacton abge- 
kiirzt wird. 

Unter den Estern der Hydroxycarbonsauren der Fbrmel (I) 
werden die (Cj -C 5 ) -Alkylester bevorzugt. Diese Alkyl- 
gruppen konnen geradekettige Oder verzweigte Gruppen sein 
und umfassen beispielsweise Methyl-, fithyl-, Propyl-, Iso 
propyl-, Butyl- urid Isobutylgruppen , wobei die Methylgrup 
pe speziell bevorzugt wird. 

Die Hydroxycarbonsauren bilden auch Salze mit zahlreichen 
Kationen, insbesondere Metallen und bevorzugt Alkalimetal 
len, wie Natrium oder Kalium. Die Natriumsalze werden am 
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stSLrksten bevorziigt. 

Unter den erf indurigsgemaBeh Verbindungen sind die am 
stcLrksten bevorzugten Verbindungen M-4-Lacton, M-4-Na- 
triumsalz, JM-4-Methylester , Isctt-4'-Lacton, IsoM-4 1 -Natri- 
umsalz und IsoM-4 ' -Methylester , wotjei M-4-Natriumsalz 
besonders . bevorzugt wird. 

Die erf indungsgemaBen Verbindungen kSnnen durch enzyma- 
tische Hydroxy lierung von ML-236B Oder dessen Derivaten, 
speziell von ML-236B-carbonsSure Oder einem Salz oder 
Ester von ML-236B-Carbons&ure hergestellt werden. 

Diese enzyraa.tische Hydroxylierung kann als Teil des 
Metabolismus von ML-236B oder eines Derivats davon in 
S&ugetieren durchgefiihrt werden, beispielsweise durch 
Verabreichurig von ML-23 6B an ein geeignetes Tier, Ge- 
winne'n des Stof f wechselprodukts , beispielsweise Urin, 
urid anschlieflende Abtrennung der gewunschten Verbindung 
bzw. Verbindungen gemaB der Erfindung aus dem Urin. 
GemaB einer Alternativmethode kann anstelle des leben- 
den Tiers die Leber oder ein enzymhal tiger Extrakt aus 
der Leber verwendet werden. 

Verfahren uriter Anwendung des tierischen Metabolismus 
oder tierischer Produkte besitzen jedoch relativ nie- 
dere Produktionsleisturig und sind schwierig in repr-odu- 
zierbarer Weise durchzuf iihren . Es wird daher bevorzugt, 
Mikroorganismen oder enzymhaltige Extrakte aus Mikro- 
organismen einzuset zen . 

Das erf induhgsgemaBe Verfahren wird demnach vorzugsweise 
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unter Verwendung eines Mikroorganismus durchgef uhrt , 
der befahigt 1st, ML-236B oder dessen Derivate in eine 
erf indungsgemafie Verbindung uberzufuhren oder unter Ver- 
wendung eines enzymhaltigen Extrakts aus einem solchen 
Mikroorganismus . Besonders bevorzugte . Mikroorganismen 
sind Mikroorganismen der folgenden Genera: Mucor, Rhizopus, 
Zygorynchus, Circinella,. Actinomucor , Gongronella, Phyco- 
myces; Martierella, Pycnoporus, Rhizoctonia, Absidia, 
Cunninghamella, Syncephalastrum und Streptomyces. Speziell 
die nachstehendes Spezies werden bevorzugt: 

Absidia coerulea 
Cunninghamella echinulata 
Syncephalostrum racemosum 
Streptomyces roseochromogenus 
Mucor hiemalis f. hiemalis 
Mucor bacill iformis 

Mucor circinelloides f . circinelloides 
Mucor hiemal is f » cort'icol us 
Mucor dimorphosporus 

Mucor fragil i s 

Mucor genevensis 

Mucor globosus 

Mucor circinelloides f . griseo - cyanus 
Mucor heterosporus 
Mucor spinescens 
Rhizopus chinensis 
Rhizopus circinans 
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Rhizopus arrhfzus 
Zygorynchus moelleri 

Cj rcinella muscae 

Clrcfnella rigida 

CfrcineHa umbeHata 

Actinomucor elegans 

Phycomyces bTakesTeeanus 

MartierelTa fsabellina 

Songronella butleri 
Pycnoporus coccfneus 
Rhizoctonf a soTanj 
Syncephalastrum nigricans 
QsidU glauca var. paradoxa 

Unter den Stammen der vorstehend genannten Spezies werden die 
nachstehenden besonders bevorzugt : 

I 

Absldia coemlea IFO-4423 

Cunninghamella echinulata IFO-4445 j 
Cunninghamella echinulata IFO-4444 

Cunninghamella echinulata ATCC-9244 "! 

i 

SyncephaTastrum racemosum IFO-4814 \ 
Syncephalastrum racemosum IFO-4828 

Streptomyces raseochromoaenu<; NRRL-1233 j 
Streptomyces roseochromo genus IFO-3363 \ 
Streptomyces roseochromooenus IFO-3411 ' 
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Mucor hiemal Is f . hiemal is IFO-5834 
Mucor hiemal is f. hiemal is IFO-5303 



Mucor hiemal is f . hiemal is IFO-8567 

Mucor hiemal is f > hiemal is IFO-8449 

Mucor hiemal is f . hiemal is IFO-8448 

Mucor hiemal is f . hiemal is IFO-8565 

Mucor hiemalis f. hiemalis CBS-117.08 

Mucor hiemal is f. hiemal is CBS-109.19 

Mucor hiemalis hiemalis CBS-200. 28 

Mucor hiemalis f. hiemalis CBS-242. 35 

Mucor hiemalis f . hiemalis CBS-110. 19 

Mucor hiemalis f» hiemalis CBS-201.65 

Mucor bacilliformis NRRL-2346 

Mucor circinelloides f. circinelloides IFO-4554 



Mucor circinelloides f . circinelloides IFO-5775 
M ucor hiemalis f . corticolus NRRL-12473 
Mucor dimorphosporus IFO-4556 
Mucor fragilis CBS-236.35 
Mucor genevensis IFO-4585 
Mucor globosus NRRL 12474 

Mucor circinelloides f . griseo - cyanus IFO-4563 
Mucor heterosporus NRRL-3154 
Mucor spinescens IAM-6071 
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Rhizopus chinensis IFO-4772 
Rhizopus circinans ATCC-1225 
Rhizopus arrhizus ATCC-11145 
Zygorynchus moel 1 eri IFO-4833 
Circinella muscae IFO-4457 
Circinella rigida NRRL-2341 
Circinella umbellata NRRL-1713 
Circinella umbellata IFO-4452 
Circinella umbellata IFO-5842 
Phycomyces bl akesleeanus NRRL-12475 
Martierella isabellina IFO-6739 
GongronetTa butleri IFO-8080 
Pycnoporus cocci neus NRRL-12476 
Rhizoctonia solani NRRL-12477 
Syncephal astrum nigricans NRRL-12478 
Syncephafastrum nigricans HRRL-12479 
Syncephal astrum nigricans NRRL-12480 
Absidia glauca var. paradoxa IFO-4431 
Act in omuco r elegans ATCC-6476 
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Die vorstehend aufgezahlten Mikroorganismen sind von 
den internationalen Hinterlegungsstellen, deren Abkiirzun- 
gen zusammen mit den Hinterlegungsnummern angegeben sind, 
erhaltlich. Dabei haben die genannten Abkurzungen (Codes) 
die nachstehende Bedeutung : 

IFO = Institute for Fermentation, Osaka, Japan 

NRRL = Agricultural Research Culture Collection, Illinois, USA 

CBS = Centraal Bureau voor Schimmelcultures , Netherlands & 

'-it 

I AM = Institute of Applied Microbiology, Tokyo, Japan •% 

ATCC = American Type Culture Collection, Maryland, USA | 

• 1% 

Unter den vorstehend angegebenen Spezies werden die folgenden % 
besonders bevorzugt : 

Absidia coerulea 



Cunninghamella echinulata 
Syncephalastrum racemosum 
Mucor hiemal is f. hiemal is 
Mucor bacill iformis 

Mucor circinelloides f . circinelloides 

Mucor hiemalis IN corticol us 

Mucor dimorphosporus 

Mucor fragil is 

Mucor genevensi s 

Mucor gl obosus 

Mucor circinelloides f . griseo - cyanus 
Mucor heterosporus 



i 



130052/0869 



- 40 - 



3122499 



Mucor spinescens 

Pycnoporus cocci neus 
Rhizoctonia solani 
Syncephalastrum nigricans 

wobei die . nachstehenden besonders bevorzugte Stamme dieser 
Spezies darstellen : 

Absidia coerulea IFO-4423 

Cunninghamella echinulata IFO-4445 

Cunninghamella echinulata IFO-4444 

Cunninghamella echinulata ATCC-9244 

Syncephalastrum racemosum IFO-4814 

Syncephalastrum racemosum IFO-4828 

Mucor hiemalis hiemalis IFO-5834 

Mucor hiemalis f . hiemalis IFO-5303 

Mucor hiemalis f > hiemalis IFO-8567 

Mucor hiemalis f. hiemalis IFO-8449 

Mucor hiemalis hiemalis IFO-8448 

Mucor hiemal Is f. hiemalis IFO-8565 

Mucor hiemalis f. hiemal is CBS-117.08 

Mucor hiemalis f. hiemalis CBS-109.19 

Mucor hiemalis f . hiemalis CBS-200. 28 

Mucor hiemalis f. hiemalis CBS-242. 35 

Mucor hiemalis f. hiemalis CBS-110.19 

Mucor hiemal is hiemalis CBS-201 . 65 

Mucor bacilliformis NRRL-2346 

Mucor circinelloides circinelloides IFO-4554 
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Mucor circi nelloides ci rci nelloides IFO-5775 
Mucor hi emails f . cor ticolus NRRl-12473 
Mucor dimorphosporus IFO-4556 
Mucor f ragilis CBS-236.35 
Mucor genevensi s IFO-4585 
Muco r globosus NRRL 12474 

Mucor circinelloides f. gri seo-cyanus IFO-4563 
Mucor heterosporus NRRL-3154 
Mucor spinescens IAM-6071 
Pycnoporus coccineus NRRL -12476 
Rhizoctonla solani NRRL-12477 
Syncephal astrum nigricans NRRL-12478 
Syncephal astrum nigricans NRRL-12479 
Syncephal astrum nigricans NRRL-12480 

Zur Herstellung von Verbindungen der Formeln (IV) und (V) 
und ihrer Salze werden die nachstehenden Spezies bevorzugt : 

Mucor hi email's f 3 hiemali s 

tlucor circinelloides f . circinellof des 

Mucor fragilis .. . 

Mucor genevensis 

Mucor circinelloides f . gri seo-cyanus 
Pycnoporus coccineus 
Rhizoctonia solani. 
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Zur Herstellung von Verbindungen der Formeln (VI) und (VIII) 
und ihrer Salze werden die Spezies Syncephalastrum nigricans 
und Syncephalastrum, racemosum besonders bevorzugt. ( 

Zur Herstellung von Verbindungen der Formeln (VIII) und (IX) 
und ihrer Salze werden die Spezies Absidia coerulea und 
Cunninghamella echinulata bevorzugt. 

Unter alien vorstehend aufgefuhrten Spezies wird Mucor 
hiemalis f . hiemalis besonders bevorzugt, da dieser Mikro- 
organismus befahigt ist, ML-236B. und seine Derivate in 
einer Umwandlungsrate von 90 % Oder sogar mehr in die 
gewunschten Verbindungen der Formel (I) uberzuf uhren . 

Die Umwandlung von ML-236B oder dessen Derivaten in Ver- 
bindungen der Formel (I) kann erreicht werden, indem ML-236B 
oder ein Derivat dieser Verbindung mit den in Form von voll- 
standigen Zellen vorliegenden Mikroorganismen oder in 
manchen Fallen einem zellfreien Extrakt aus dem Mikroorganis- 
mus in Kontakt gehalten wird. Die Form der gebildeten Ver- 
bindung hangt von den Kulturbedingungen und der Form des 
verwendeten Mikroorganismus ab. Wenn beispielsweise die 
vollstandigen Mikroorganismenzellen in Gegenwart von ML-236B 
oder dessen Derivaten geziichtet werden, wird in Abhangig- , 
keit von den Kulturbedingungen, insbesondere dem pH-Wert, . 
als Produkt die CarbonsSure, das Lacton oder das Alkali- 
metallsalz gebildet. Wenn andererseits ML-236B oder ein. 
Derivat davon einfach mit einem verbliebenen Zellsystem 
oder mit einem zellfreien Extrakt in Beriihrung gehalten 
wird, so wird die erf indungsgemaBe Verbindung in Form einep 
Alkalimetallsalzes erhalten. 



Das Fortschreiten der Umwandlung sreakt ion kann bes timmt 
werden, indem wahrend des Verlaufs der Reaktion Proben 
aus dem Reaktionsgemisch entnommen werden, urn den Umwand- 
lungsgrad zu bestimmen. So kann beispielsweise das Vorliegpn 
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von M-4-Lacton durch Flussigphasenchromatographie nachge- 
wiesen werden, wobei als Trager Micro Bonda Pac C lQ (her- 
gestellt von Waters Co., USA) und als Losungsmittel 62 %iges 
(Volumen/Volumen) wassriges Methanol in einer Rate von 1 ml/ 
min angewendet wird.Beim Nachweis unter Ausnutzung seiner 
Ultraviolettabsorption bei 237 nm ergibt M-4 einen Peak bei 
einer Retent ionszeit von 10 Minuten, was fur den Nachweis 
ausgenutzt werden kann. Ahnliche Methoden sind zum Nachweis 
der anderen erf indungsgemaBen Verbindungen zuganglich. 

Wenn die Mikroorganismen in Gegenwart von ML-236B oder 

eines Derivats davon zur Erzeugung der erf indungsgemaBen , 

Verbindungen gezuchtet werden, werden die Kulturbedingun- ) 
gen und Kulturmedien unter Beriicksichtigung des speziellen 

zu zuchtenden Mikroorganismus gewahlt. Da die Mikroorganis- j 

menspezies, die zur AnWenduhg bei dem erf indungsgemaBen .1 

Verf ahren bestimmt sind, gut bekannte Mikroorganismen dar- ) 
stellen, sind auch die Kulturbedingungen und Kulturmedien 

zur Anwendung fur diese Mikroorganismen gut bekannt. j 

Die erf indungsgemaBen Verbindungen konnen mit Hilfe iiblicher . 
Methoden aus dem Reaktionsgemisch abgetrennt werden, bei- 
spielsweise durch Abfiltrieren der Mikroorganismenzellen j 
(falls erforderlich) und anschlieBende Behandlung des ver- \ 
bleibenden Gemisches mit jeder beliebigen Kombination aus 1 
Dunnschichtchromatographie, Saulenchromatographie oder 
Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie. Die verschiedenen j 
erf indungsgemaBen Verbindungen konnen, falls zwei oder mehrer 
gemeinsam hergestellt werden, im Verlauf eines oder mehrerer 
dieser chromatographischen Reinigungsstuf en voneinander 
getrennt werden. 

Zusatzlich zu den erf indungsgemaBen Verbindungen kann in 
einigen Fallen auch eine V'erbindung hergestellt werden, die 



von 



der Anmelderin als M-3 bezeichnet wurde und die unter 
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dem Namen 3 ' , 5 ' -Dihydroxy- (dihydro-ML-236B) bekannt ist 
Die ; se Verbindung ist in der deutschen Paten tanmefdung * l 
P 31 T6 066.2 mit dem Titel : "Hydronaphthalinderivate , 
ihre Herstellung und Vervendung" beschrieben. Auch diese \ 
Verbindung kann in gleicher Weise abgetrennt werden. j 

Es wurde gefunden, dafl die erf indungsgemaBen Verbindungen 
in Konzentrationen, die den im Fall von ML-236B und gewis- * 
sen anderen ahnlichen bekannten Verbindungen erf orderlichen 
Konzentrationen entsprechen oder in manchen Fallen in be- ' 
deutend geringeren Konzentrationen eine 50 %ige Inhibieruncj 
der Biosynthese von Cholesterin verursachen. Die inhibiereride 
AktivitSt der erf indungsgemaBen Verbindungen, angegeben alg 
Konzentration in U g/ml, die zu einer 50 %igen Inhibierung 
der Biosynthese von Cholesterin erforderlich ist (gemessen .» 
nach der Methode, die in "The Journal of Biological 
Chemistry, 234, 2835 (1959)" beschrieben ist), ist \ 
wie folgt : ' 



M- 4-Methylester 


0, 001 


M-4-Natriumsalz 


0, 0008 


M-4-Lacton 


0,016 


IsoM-4'-Methylester 


0,007 


IsoM-4 '-Lac ton 


0,013 


M-4' 


0,019 


M-4 '-Natriumsalz 


0,00049 


ML-236B 


0, 01 



Die Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele wel- 
ter veranschaulicht. 
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Beispiel 1 

20 500 ml-Sakaguchikolben, von denen jeder 100 ml eines 
Mediums der nachstehend beschriebenen Zusammensetzung ent- 
hielt, wurden mit Sporen von Absidia coenilea IFO 4423 
inokuliert. Die Kolben wurden einer Schuttelkultur bei 
26 °C mit 120 Ausschlagen pro Minute wahrend 2 Tagen unter- 
worfen. Am Ende dieser Dauer wurde das Natriumsalz von 
ML-236B zu jedem der Kolben bis zu einer Endkonzentration 
von 0,05 % (Gewicht/Volumen) zugefugt. Die Zuchtung wurde 
bei 26 °C und 120 Ausschlagen pro Minute (Apm) weitere 5 Tage 
durchgef iihrt • 

Das Medium hatte folgende Zusammensetzung (in Gewicht/Volum-%) : 



Glucose 2,0 % 

K 2 HP0 4 0,15 % 

MgS0 4 .7H 2 0 0,15 % 

NH.NO, 0,1 % 
4 3 

Pepton 0 f 1 * 

Maisquellf liissigkeit 0,2 % 

Hefeextrakt 0,1 % 

ZnS0 4 .7H 2 0 0,001 % 

Leitungswasser Rest auf 100 % 

(eingestellt auf pH 7,0) 

Nach Beendigung der Zuchtung wurde die Reaktionsf llissigkeit 
filtriert und der pH-Wert des Filtrats wurde mit Trifluor- 
essigsaure auf 3 eingestellt. Das gebildete Gemisch wurde 
mit 3 1 1-Anteilen Xthylacetat extrahiert, wobei Extrakte 
mit einem Gehalt an M-4 erhalten wurde. Diese Verbindung 
zeigt einen Rf-Wert von 0 r 45 in der DUnnschichtchromatogra- 
phie (TLC) (Platte : Merck Silicagel Art 5715; Losungsmit- 
tel : Gemisch aus Benzol, Aceton und EssigsSure im Volumen- 
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verhaltnis 50 : 50 : 3) . Die kombinierten Extrakte wurden 
mit gesattigtem wassrigem Natriumchlorid gewaschen und ■ 
dann wurde eine katalytische Menge an Trif luoressigsaure 
zur Lactonisierung zugesetzt. Das erhaltene Gemisch wurde ■; 
dann mit einer 1 %igen (Gewicht/Volumen) wassrigen Losung ■ 
von Natriumbicarbonat gewaschen, iiber wasserf reiem Natrium- 
sulfat getrocknet und unter vermindertem Druck zur Trockene 
eingedampft. Der Rtickstand wurde der praparativen Fliissig- 
keitschromatographie unterworfen, unter Anwendung von 
System 500 mit Hilfe einer Prep -PAK-500/C 1 g-Hlilse, herge- 
stellt von Waters Assciates (Prep PAK ist ein Warenzeichen) 
Nach Reinigung mit einem System aus 55 %igem (Volumen/Volu- 

men) wSssrigem Methanol wurden 50,1 mg M-4-Lacton erhalten,; 

I 

M-4-Lacton hat folgende physikalische Eigenschaf ten. 

1) Kernmagnetisches Resonanzspektrum : 

Das NMR-Spektrum, das bei 60 MHz in Deuterochlorof orm 
unter Verwendung von Tetramethylsilan als innerem Standard • 
gemessen wurde, ist in Fig. 1 der beigefiigten Zeichungen 
gezeigt. 

2) Ultraviolett-Absorptionsspektrum (Losung in Methanol) \ 

X wav nm : 230; 236,7; 244 7 6. 
max 

3) Inf rarot-Absorptionsspektrum (fliissiger Film) 0 cm ^ : . 
3400, 2950, 1725 

4) Dunnschichtchromatographie : 
TLC-Platte : Merck Silicagel Art 5717; 

Losungsmittel : Benzol, Aceton, Essigsaure (Volumen- 

verhaltnis 50 : 50 : 3); 

Rf-Wert : 0,62 
Beispiel 2 

48 mg M-4-Lacton wurden unter' Anwendung der gleichen Ver- 
fahrensweise wie in Beispiel 1 , jedoch unter Verwendung von 
Cunninghamella echinulata IFO 4445 hergestellt. 
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Beispiel 3 

30 mg M-4-Lacton wurden unter Anwendung der gleichen Ver- 
fahrensweise wie in Beispiel 1 , jedoch unter verwendung von 
Streptomyces roseochromogenus NRRL 1233 hergestellt. 

Beispiel 4 

5 mg M-4-Lacton wurden unter Anwendung der gleichen Ver- 
fahrensweise wie in Beispiel 1 , jedoch unter Verwendung von 
Syncephalastrum racemosum IFO 4814 hergestellt. 

Beispiel 5 

6 mg M-4-Lacton wurden unter Anwendung der gleichen Ver- 
fahrensweise wie in Beispiel 1, jedoch unter Verwendung von 
Syncephalastrum racemosum IFO 4828 hergestellt. 

Beispiel 6 

Herstellun2_von_IsoM-4^-Meth^lester 

20 500 ml-Sakaguchikolben, die jeweils 100 ml eines Mediums 
der nachstehend beschriebenen Zusammensetzung enthielten, 
wurden mit Sporen von Absidia coerulea IFO 4423 angeimpft. 
Die Kolben wurden wahrend 2 Tagen einer SchUttelkultur 
mit 120 Ausschlagen pro Minute (120 ApM) bei 26°C unterwor- 
fen. Nach Beendigung dieser Dauer wurde das Natriumsalz 
von ML-236B bis zu einer Endkonzentration von 0,05 % (Ge- 
wicht/volumen) zu jedem der Kolben gegeben. Die Zuchtung 
wurde dann bei 120 ApM und 26°C weitere 5 Tage fortgesetzt. 

Das verwendete Medium hatte folgende Zusammensetzung (die 
Prozentangaben beziehen sich auf Gewicht/Volumen) : 
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Glucose 


1 

2,0 % 


K 2 HP0 4 


0,15 % 


MgSO^ . 71^0 


0,15 % 


NH-NO-. 
4 3 




Pepton 


0,1% 


Maisquellf liissigkeit 


0,2 % 


Hef eextrakt 


0,1 % 


ZnS0 4 . 7H 2 0 


0,001 % 


Leitungswasser 


Erganzung auf 100 % 

i 




(eingestellt auf pH 7,0) 



Nach Beendigung der Zuchtung wurde die Reaktionsf lussig- 
keit filtriert und der pH-Wert des Filtrats wurde mit * 
Trifluoressigsaure auf 3 eingestellt. Das erhaltene Ge- 
misch wurde mit 3 1 1-Anteilen von Xthylacetat extrahiert, 
wobei Extrakte mit einem Gehalt an IsoM-4' erhalten wurden.' 
Diese Verbindung hat in der Dunnschichtchromatographie 
(Platte : Merck Silicagel Art 5715? Losungsmittel : ein 
Gemisch aus Benzol, Aceton und Essigsaure im Volumverhaltnis 
50 : 50 : 3) einen Rf-Wert von 0,45. Der Extrakt wurde mit 
einer gesattigten wassrigen Losung von Natriumchlorid ge- 
waschen und dann wurde eine atherische Losung von Diazo- 
methan zugesetzt. Das Gemisch wurde 30 Minuten stehen- 
gelassen und dann unter vermindertem Druck zur Trockene 
eingedampft. Der Riickstand wurde auf eine Lobar-Kolonne 
(Merck Si 60, GroBe A) aufgegeben und gereinigt, wobei als 
Losungsmittelsystem ein Gemisch aus Benzol und Xthylacetat 
im Volumverhaltnis 1 : 1 verwendet wurde. Auf diese Weise 
wurden 200 mg einer IsoM-4 ' -Methylester-Fraktion erhalten.. : 
Diese Fraktion wurde weiterhin an einer Lobar-Kolonne 
(Merck RP-8, GroBe A) unter Verwendung einer 35 %igen 
(Volumen/Volumen) wassrigen Losung von Acetonitril als 
Elutionsmittel gereinigt, wobei 78 mg reiner IsoM-4'- 
Methylester erhalten wurden, der folgende Eigenschaf ten 
zeigte : 
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1) Kernmagnetisches Resonanzspektrum : 

Das NMR-Spektrum, das bei 100 MHz in Deuterochlorof orm 
unter Verwendung von Tetramethylsilan als innerem Standard 
gemessen wurde, ist in Fig. 2 der beigefiigten Zeichnungen 
gezeigt . 

2) Massenspektrum : 

Die Messung erfolgte (nach der Silylierung mit N,0-Bis- 
(trimethylsilyl)-trifluoracetamid) mit Hilfe eines Massen- 
spektrometers Typ D-300 der Nippon Elektronics. 
M/e : 654 <M + ), 552, 462, 372, 272, 233, 231 

3) ultraviolett-Absorptionsspektrum (Losung in Methanol) 

X run : 229, 234,8, 244,5 
max 

4) infrarot-Absorptionsspektrum (flussiger Film) : 
Wie in Fig. 3 der beigefiigten Zeichnungen gezeigt. 

5) Dunnschichtchromatographie : 
TLC-Platte : Merck Silicagel Art 5715; 
LSsungsmittel : Benzol und Aceton im Volumverhaltnis 

1 : 1; 

Rf-Wert : 0,88 

Nach der vorstehend beschriebenen Verf ahrensweise, jedoch 
durch Ersetzen von Diazomethan durch ein anderes geeignetes 
Diazoalkan ist es moglich, andere Ester von IsoM-4' herzu- 
stellen. 

Beispiel 7 

?erstellung_von_IsoM-4^-Lacton 

Die in Beispiel 6 beschriebene Verf ahrensweise wurde bis 
einschlieBlich der Extraktion mit Xthylacetat unter Bildung 
von IsoM-4' enthaltenden Extrakten wiederholt. 
Die kombinierten Extrakte wurden mit einer gesattigten 
wassrigen Losung von Natri'umchlorid gewaschen und dann zur 
Trockene eingedampft, wobei das Lacton als Produkt erhalten 
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wurde. Der erhaltene Rtfckstand wurde auf eine Lobar- j 
Kolonne (Merck Si 60, GroBe A) aufgegeben und unter Ver- 
wendung eines Gemisches aus Benzol und Xthylacetat im • 
Volumverhaltnis 1 : 1 als Losungsmittelsystem gereinigt. ■ 
Dabei wurden 198 g IsoM-4 ' -Lacton erhalten. Dieses Produkt j 
wurde unter Anwendung einer Lobar-Kolonne (Merck RP-8 , 
GroBe A) und Elution mit 35 %igem (Volumen/Volumen) 
wassrigem Acetonitril weiter gereinigt, wobei 82 mg reines 

, j 
IsoM-4-Lacton mit folgenden Eigenschaf ten erhalten wurden :; 

1) Kernmagnetisches Resonanzspektrum : 

Das bei 100 MHz in Deuterochlorof orm und unter Anwendung 
von Tetramethylsilan als innerem Standard gemessene NMR- 
Spektruro ist in Fig. 4 der beigefiigten Zeichnungen gezeigt.; 

2) Ultraviolett-Absorptionsspektrum (Losung in Methanol) 

X nxn : 229, 234,8, 244, 5 

max i 

3) Inf rarot-Absorptionsspektrum (fliissiger Film) : 

Wie in Fig. 5 der beigefugten Zeichnungen dargestellt. 

Beispiel 8 

63 mg I soM-4 ' -Lacton wurden unter Anwendung der gleichen 
Verf ahrensweise wie in Beispiel 7, jedoch unter Verwendung 
von Cunninghamella echinulata IFO 4445 hergestellt. 

Beispiel 9 • 

24 mg IsoM-4 '-Lacton wurden mit Hilfe der in Beispiel 7 be-; 
schriebenen Verf ahrensweise hergestellt, als Mikroorganis- 
mus wurde jedoch Syncephalastrum racemosum IFO 4814 ver- 
wendet. 
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Beispiel 10 

35 mg IsoM-4 ' -Lacton wurden nach der gleichen Verfahrens- 
weise wie in Beispiel 7, jedoch unter Verwendung von 
Syncephalosporum racemosum IFO 4828 hergestellt. 

Beispiel 1 1 

12 mg I soM-4 '-Lacton wurden nach der in Beispiel 7 beschrie- 
benen Verf ahrensweise hergestellt, wobei jedoch Strepto- 
myces roseochromogenus NRRL 1 233 als Mikroorganismus ein- 
gesetzt wurde. 

Beispiel 12 

Her stel lung _yon_IsoM-4^-Na^ 

In einer kleinen Menge Aceton wurden 1 0 mg IsoM-4'-Lacton 
gelost. Zu der Losung wurde eine aquivalente Menge an 
Natriumhydroxid gegeben und das Gemisch wurde 1 Stunde lang 
stehengelassen. Der pH-Wert des resultierenden Gemisches 
wurde mit 0,1 n Chlorwasserstof f saure auf einen Wert von 
8,0 eingestellt. Das Aceton wurde dann abdestilliert und 
der Ruckstand wurde auf eine XAD-20-Kolonne (etwa 20 ml) 
auf gegeben. Die Kolonne wurde mit destilliertem Wasser ge- 
waschen und dann mit 50 ml 50 %igem (Volumen/Volumen) 
wassrigem Aceton gewaschen. Das Aceton wurde erneut ab- 
destilliert und der Ruckstand wurde gef riergetrocknet f 
wobei 6 mg IsoM-4 ' -Natriumsalz mit den nachstehenden 
charakteristischen Daten erhalten wurden : 

1) ultraviolett-Absorptionsspektrum (Losung in Methanol) 

\ nm : 229 (Schulter) , 235, 245 (Schulter) 
max 

2) Inf rarot-Absorptionsspektrum (KBr) 0 cm : 
3400, 2850, 1710, 1580 
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3) Diinnschichtchromatographie : 

TLC-Platte : Merck Silicagel Art 5715; 

Losungsmittel : Gemisch aus Benzol, Aceton und Essig- 

sSure (Volumverhaltnis 50 : 50 : 3) ; 

Rf-Wert : 0,45 
Beispiel 13 

He rstellung_von_M3 4 -Methyl ester 

20 500ml-Sakaguchi-Kolben, die jeweils 100 ml eines 
Mediums der gleichen Zusammensetzung wie in Beispiel 1 
enthielten, wurden mit Sporen von Absidia coerulea 
IFO 4423 inokuliert. Die Kolben wurden 2 Tage lang einer 
Schuttelkultur bei 26 °C mit 120 Ausschlagen pro Minute 
unterworfen. Dann wurde das Natriumsalz von ML-236B jedem \ 
der Kolben bis zu einer endgiiltigen Konzentration von 
0,05 % (Gewicht/Volumen) zugefiigt. Die Ziichtung wurde dann 
weitere 5 Tage bei 26°C mit 120 A.p.M. fortgesetzt. 

Nach Beendigung der Zuchtung wurde die Reaktionsf llissig- 
keit filtriert und das Filtrat mit Trif luoressigsaure 
auf pH 3 eingestellt. Das erhaltene Gemisch wurde mit 
drei 1 1-Anteilen £thylacetat extrahiert, wobei Extrakte 
gebildet wurden, die M-3, M-4 und IsoM-4' enthielten. 
Die beiden Substanzen M-4 und IsoM-4' zeigen in der Diinn- 
schichtchromatographie (Platte : Merck Silicagel Art 5715; « 
Losungsmittel : Gemisch aus Benzol, Aceton und Essigsaure 
im Volumenverhaltnis 50 : 50 : 3) einen Rf-Wert von 0,45. 
Die kombinierten Extrakte wurden mit gesattigter wassriger ; 
Natriumchloridlosung gewaschen, wonach eine atherische 
Losung von Diazomethan zugesetzt wurde. Das Gemisch wurde 
30 Minuten stehengelassen und dann unter vermindertem 
Druck zur Trockene eingedampft. Der Ruckstand wurde auf 
eine Lobar-Kolonne (Merck Si 60, Grofie A) aufgegeben und 
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die Reinigung erfolgte unter Anwendung eines Gemisches 
aus Benzol und Athylacetat im Volumenverhaltnis 1:1. 
Auf diese Weise wurden eine Fraktion, die I soM-4 '-Methyl- 
ester enthielt und eine Fraktion, die M-4-Methylester ent- 
hielt, abgetrennt. Dabei wurden 185,3 mg der letzteren 
aktiven Fraktion erhalten, aus der 20 mg reiner M-4-Methyl- 
ester als farbloses 01 durch Reinigung an einer Lobar- 
Kolonne (Merck RP-8, GrSBe A) unter Elution mit 3 5 %igem 
(Volumen/Volumen) wassrigem Acetonitril erhalten wurden. 

M-4-Methylester zeigt folgende charakterische Daten : 

1) Kernmagnetisches Resonanzspektrum : 

Die Messung erfolgte bei 200 MHz in Deuterochlorof orm 
unter Verwendung von Tetramethylsilan als innerem Standard, 

k ppm : 

0,88 (3H, Triplett, J = 7,3 Hz); 
0,89 (3H, Duplett, J = 6,5 Hz); 
1,12 (3H, Duplett, J = 6,8 Hz); 
1,1 - 1,7 (10H, Multiplett) ; 
2,34 (1H, Sextuplett, J = 7Hz) ; 

2.3 - 2,5 (2H, Multiplett); 
2,49 (2H, Duplett, J = 6,4 Hz); 
2,58 (1H, Multiplett); 

3,72 (3H, Singulett) ; 

3,78 (1H, Multiplett); 

4,25 (1H, Quintuplett, J = 7 Hz); 

4.4 (1H, Multiplett); 
5,42 (1H, Multiplett); 
5,56 (1H, Multiplett); 
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5,90 (1H, doppeltes Duplett f J = 9,8 und 5,6 Hz); ] 
5,99 (1H, Duplett, J = 9,8 Hz). ) 

2) Massenspektrum ; 

Die Messung erfolgte tnach der Sylilierungmit N , O-Bis- ( tri- 
methylsilyl) -trif luoracetamid) unter Anwendung eines Massen- 
spektrometers Typ D-3 0 0 der Nippon Electronics. 

M/e : 654 (M*), 552, 462, 372, 290, 272, 233, 231 

3) Ultraviolett-Absorptionsspektrum (LSsung in Xthanol) 

X « av nin : 23 °? 237,3? 246,4 
in ax 

4) Inf rarot-Absorptionsspektrum (fliissiger Film) 0 cm -1 : 
3400, 2950, 1730 

5) Dunnschichtchromatographie : 
TLC-Platte : Merck Silicagel Art 5715? 

Losungsmittel : Benzol und Aceton (Volumverhaltnis 1 : 1); 
Rf-Wert : 0,88 

Unter Anwendung der vorstehend beschriebenen Verfahrens- 
weise, wobei jedoch Diazomethan durch ein anderes geeignetes 
Diazoalkan ersetzt wird, ist es moglich, andere Ester von 
M-4 herzustellen . 

Beispiel 14 

Die in Beispiel 1 beschriebene Verf ahrensweise wurde 
bis einschliefllich der Filtration der Reakt ionsf llissigkeit 
wiederholt, jedoch mit der Abanderung, daB Na 2 HP0 4 anstelle 
von KjHPO^ verwendet wurde. Das Filtrat wurde dann an einer 
HP-20-Kolonne (hergestellt von Mitsubishi Chemical 
Industries) adsorbiert. Nach dem Waschen der Kolonne mit 
Wasser wurden Fraktionen, die M-4-Natriumsalz , IsoM-4'- 
Natriumsalz und M-3-Natriumsalz enthielten, mit 50 %igem 
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(Vol/Vol) wassrigem Aceton eluiert. Die aktiven 
Fraktionen wurden gef riergetrocknet , wobei 830 ml eines 
gefriergetrockneten Produkts erhalten wurde, welches 
dann durch wiederholte Hochleistungs-Flttssigkeitschromato- 
graphie (Kolonne : Mikro Bondapak C l8 ; 40 %iges (Vol/Vol) 
Methanol, 1 ml/min) gereinigt wurde, wobei 32 mg M-4- 
Natriumsalz und 280 mg IsoM-4 ' -Natriumsalz erhalten wurden. 

Die Eigenschaf ten des IsoM-4 ' -Natriumsalzes waren identisch 
mit denen des Produkts gemaB Beispiel 12. Die charak- 
teristischen Daten des M-4-Natriumsalzes sind nachstehend 
angegeben : 

1) Kernmagnetisches Resonanzspektrum : 

Die Messung erfolgte bei 200 MHz in Deuteromethanol unter 
Verwendung von Tetramethylsilan als innerem Standard. 



6 ppm 






0,91 


(3H, 


Triplett, J = 7,5 Hz); 


0,92 


(3H, 


Duplett, J = 7 Hz) ; 
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(3H, 
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1,1 - 
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3,68 
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(1H. 


Multiplett) ; 


4, 28 


(1H, 
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5,36 


(1H, 


Multiplett) ; ' 



130052/0&69 



3122499' 



5,48 (1H, doppeltes Duplett, J = 3 und 2 Hz); 

i 

5,88 (1H, doppeltes Duplett, J = 9,6 und 5,3 Hz); j 
5,98 (1H, Duplett, J = 9,8 Hz). j 

2) Ultraviolett-Absorptionsspektrum (Losung in Methanol) 
\iax nm : 230 '°? 23 7,2; 245,0 

3) Infrarot-Absorptionsspektrum (KBr) \? cm"" 1 : 
3400, 2900, 1725, 1580 

4) Dunnschichtchromatographie : 

TLC-Platte : Merck Silicagel Art 5715; j 
Losungsmittel : Benzol, Aceton und Essigsaure (Volumver- ' 

haltnis 50 : 50 : 3) ; 
Rf-Wert : 0,45 • 

' j 

Beispiel 15 

Unter Anwendung der gleichen Verf ahrensweise wie.in ; 
Beispiel 13, jedoch mit Hilfe von Cunninghamella echinulata 
IFO 4445, wurden 18 mg M-4-Methylester hergestellt. 

Beispiel 16 

3 3 mg M-4-Methylester wurden unter Anwendung der gleichen 
Verf ahrensweise wie in Beispiel 13, jedoch unter Verwendung 
von Streptomyces roseochromogenus NRRL 1233 hergestellt. 

Beispiel 17 

» 

12 mg M-4-Methylester wurden unter Anwendung der gleichen 
Verf ahrensweise wie in Beispiel 13, jedoch unter Verwendung! 
von Syncephalastrum racemosum IFO 4814 hergestellt. 
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Beispiel 18 

16 mg M-4-Methylester wurden unter Anwendung der gleichen 
Verfahrensweise wie in Beispiel 13, jedoch unter Verwendung 
von Syncephalastrum racemosum IFO 4828 als Mikroorganismus 
hergestellt . 

Beispiel 19 

Herstellung_von_M z 4 z Methylester 

An fiinf mannliche Beagles mit einem Durchschnittsgewicht 
von 10 kg wurde ML-236B in einer Dosis von 200 mg/kg/Tag 
verabreicht und der Urin der Hunde wurde 3 Tage lang 
gesammelt. 3 1 des gesaxnmelten Urins wurden durch eine 
500 ml-XAD-2-Kolonne geleitet und diese mit 500 ml 50 %igem 
(Vol/Vol) wassrigem Aceton eluiert. Nach dem Abdestillieren 
des Acetons unter vermindertem Druck wurde der pH-Wert 
der verbleibenden Fliissigkeit durch Zusatz von Trifluor- 
essigsaure auf 3 eingestellt. Das Gemisch wurde dann 3 mal 
mit jeweils 1 1 Athylacetat extrahiert, wobei M-4 erhalten 
wurde. Diese Verbindung zeigt bei der Dunnschichtchromato- 
graphie (TLC-Platte : Silicagel Art 5715 der Merck und Co., 
inc ; Losungsmittel : Gemisch aus Benzol, Aceton und Essxg- 
saure, Volumverhaltnis 50 : 50 : 3) einen Rf-Wert von 0,45. 
Der Extrakt wurde mit einer gesattigten wassrigen Losung 
von Natriumchlorid gewaschen und nach der Zugabe einer 
atherischen Losung von Diazomethan 30 Minuten lang stehen- 
gelassen. Er wurde dann unter vermindertem Druck zur 
Trockene eingedampft. Der Riickstand wurde in 1 0 ml einer 
55 %igen (Vol/Vol) wassrigen Methanol 15 sung gelost und durch 
einen Kolonnenchromatograph (Produkt der Merck und Co., Inc. 
RP-8, GroBe B) geleitet. Nach dem Durchleiten von 200 ml 
einer 55 %igen (Vol/Vol) wassrigen Methanollosung wurde 
die Kolonne mit einer 60 %igen (Vol/Vol) wassrigen Methanol- 
losung eluiert. Die ersten 240 ml des Eluats wurden verworfen 
und die nachsten 120 ml wurden aufgefangen. Diese Fraktxon 
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wurde zur Trockene eingedampf t und der RUckstand wurde j 
in 2,5 ml einer 65 %igen (Vol/Vol) wassrigen Methanollosung 
gelost und durch Hochleistungs-Fllissigkeitschromatographie \ 
(JASCO-Trirotar, Kolonne : u-Bondapak C l8 ) gereinigt. 
Der Anteil, der den vierten Peak zeigte, wurde abgetrennt j 
und das Losungsmittel wurde abdestilliert , wobei M-4- 
Methylester als farbloses 01 mit den in Beispiel 13 ge- 
zeigten Eigenschaf ten erhalten wurde. Es wurden 4 mg des 
gewunschten Produkts erhalten. 

Beispiel 20 
5*!£§tellun2_yon_M-4 

In diesem Beispiel wurde homogenisierte Kaninchenleber 
angewendet, urn M-4 aus ML-236B zu erhalten. 

(a) Enzymlosung j 

Drei Volumteile einer 1,15 % (Gew/Vol) Kaliumchlorid und 
10 mM Phosphat enthaltenden PufferlSsung (pH 7 f 4) wurden 
zu einem Volumteil Kaninchenleber gegeben und das Gemisch 
wurde homogenisiert . Das homogenisierte Gemisch wurde dann 
20 Minuten bei 9000 G zentrif ugiert und die uberstehende 
Fraktion wurde als Enzymlosung entnommen. 

(b) Losung des Cofaktors 

Nicotinamid-adenin-dinucleotidphosphat 
(Beta-Typ) in der reduzierten Form 

(NADPH) 3 mg 

.MgCl 2 -Losung (508 mg/10 ml) 0,1 ml 

1,15 % (Gew/Vol) KCl-L6sung 0,3 ml 

0,2 m Phosphatpuf ferlosung (pH 7,4) 0,6 ml 

Die vorstehenden Substanzen wurden bis zu einem Gesamtvolu- 
men von 1 ml vermischt, urn die Cof aktor-Losung zu erhalten.. 
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(c) Reaktionslosung 

80 ill der vorstehend beschriebenen Enzymlosung, 20 [il der 
vorstehend erhaltenen Cofaktor-Losung und 2 \xl einer metha- 
nolischen Losung von ML-236B wurden vermischt, so daB eine 
Endkonzentration an ML-236B von 1 mM erhalten wurde. Die 
resultierende Losung wurde 30 Minuten bei 37°C geschiittelt. 
M-4 wurde in dem Reaktionsgemisch gebildet und wurde durch 
Diinnschichtchromatographie (unter den gleichen Bedingungen 
wie in Beispiel 19) identif iziert . 

Beispiel 21 

3SE§^§llHS2_Y2D_^zlzNatriumsalz 

2 mg M-4-Methylester wurden in 1 ml einer 0,1 n wassrigen 
Losung von Natr iumchlorid gelost und eine Stunde lang bei 
30°C hydrolysiert. Das Reaktionsgemisch wurde dann mit 1 ml 
Chloroform gewaschen und die erhaltene wassrige Phase wurde 
mit 0,1 n Chlorwasserstof f saure auf pH 8 eingestellt und 
dann durch eine XAD-2-Kolonne (etwa 5 ml) geleitet. Die 
Kolonne wurde mit 20 ml destilliertem Wasser gewaschen und 
das gewunschte Produkt wurde mit 15 ml 50 %igem (Vol/Vol) 
wassrigem Aceton eluiert. Das Aceton wurde aus dem Eluat 
abdestilliert. Durch Hochleistungs-Flussigkeitschromatograph 
wurde bestatigt, daS der Ruckstand einen einzigen Peak er- 
gab (Retensionszeit 13 Minuten, Elution mit 40 %igem (Vol/ 
Vol) wassrigem Methanol mit 1 ml/min) . Der Ruckstand wurde 
dann gefriergetrocknet, wobei 0,8 mg M-4-Na-Salz erhalten 
wurde, das die gleichen Eigenschaf ten wie das Produkt des 
Beispiels 14 zeigte. 

Beispiel 22 

20 SOOml-Erlenmeyer-Kolben, die jeweils 100 ml eines 
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Mediums der nachstehend angegebenen Zusammensetzung ent- 
hielten, wurden jeweils mit Sporen von Mucor hiemalis 
f. hiemalis IFO-5834 inokuliert. Das Inokulum wurde einer \ 
Schiittelkultur bei 26 °C und 220 Ausschlagen pro Minuten 
unterworfen. Nach 4 Tagen wurde ML-236B bis zu einer End- 
konzentration von 0,05 % (Gew/Vol) zugefugt und die Zuch- ! 
tung erfolgte bei 26 °C und 220 A.p.M. wahrend weiterer 
6 Tage. 

Das Medium hatte folgende Zusammensetzung (Prozentangaben 
in Gew/Vol) : 

Glucose 1,0 % 

Pepton 0,2% 

Fleischextrakt 0,1 % 

Hefeextrakt 0,1 % 

Maisquellf lussigkeit 0,3 % 

Leitungswasser Erganzung auf 100 % 

(pH nicht eingestellt) . 

Nach Beendigung der Zuchtung wurde das Filtrat mit Tri- 
f luoressigsaure auf einen pH-Wert von 3 eingestellt. Das 
Gemisch wurde dann 3 mal mit jeweils 100 ml Xthylacetat 
extrahiert. Dabei wurde eine M-4 enthaltende Fraktion er- 
halten. M-4 zeigt einen Rf-Wert von 0,4 5 bei der Diinnschicht- 
chromatographie (Platte : Merck Silicagel Art 5715; Ld- 
sungsmittel : Gemisch aus Benzol, Aceton und Essigsaure 
im Volumverhaltnis 50 : 50 : 3) . Die Umwandlungsrate be- 
trug.90 %. Dieser Extrakt wurde mit einer gesattigten 
wassrigen Losung von Natriumchlorid gewaschen, wonach eine 
atherische Losung von Diazomethan zugesetzt wurde. Das er- : 
haltene Gemisch wurde 30 Minuten stehengelassen und dann 
unter vermindertem Druck zur Trockene eingedampft. Der 
Ruckstand wurde auf eine Lobar-Kolonne aufgegeben (Merck 
Si 60, GroBe A) und mit einem Gemisch aus Benzol und Xthyl— 
acetat im Volumverhaltnis 1 : 1 gereinigt. Auf diese Weise 
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wurden etwa 600 mg M-4-Methylester erhalten, der die 
gleichen Eigenschaf ten wie das Produkt des Beispiels 13 
hatte. 

Beispiel 23 

H ?rste llun2_von_M-4-Lacton 

Die in Beispiel 22 beschriebene Verf ahrensweise wurde bis 
zu und einschliefllich der Stufe der Wasche der drei Xthyl- 
acetatextrakte mit einer gesattigten wassrigen L5sung von 
Natriumchlorid wiederholt. Die gebildete LSsung wurde 
dann zur Trockene eingedarnpf t , wobei das Lacton als Pro- 
dukt erhalten wurde. Das Produkt wurde aus Athylacetat urn 
kristallisiert, wobei etwa 560 mg (56 %) M-4-Lacton erhalten 
wurden, das die gleichen Eigenschaf ten wie das Produkt des 
Beispiels 1 zeigte. 

Beispiel 24 

5erstellung_von_M-4-Natriumsalz 

Die in Beispiel 22 beschriebene Verf ahrensweise wurde 
wiederholt, wobei 1,9 1 des Filtrats aus der Umwandlungs- 
reaktion erhalten wurden. Das Filtrat wurde 3 mal mit 
jeweils 1 1 Athylacetat extrahiert, wobei M-4 enthaltende 
Fraktionen gebildet wurden. Diese Fraktionen wurden unmittel- 
bar in eine 5 %ige (Gew/Vol) wassrige Ldsung von Natrxum- 
bicarbonat uberfuhrt, wobei eine Fraktion gebildet wurde, u 
die das M-4-Natriumsalz enthielt. Die M-4-Natriumsalz ent- 
haltende Fraktion wurde mit 2 n Chlorwasserstof f saure auf 
einen pH-Wert von 7,0 eingestellt und an einer HP-20- 
Kolonne (hergestellt von Mitsubishi Chemical Industries) 
adsorbiert. Durch Waschen mit Wasser und Elution mit 50 %xgem 
(Vol/Vol) wassrigem Aceton wurde eine das M-4-Natriumsalz 
enthaltende Fraktion erhalten, aus der dann 570 mg (52 %) 
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eines gef riergetrockneten Produkts hergestellt wurden, : 
das die in Beispiel 14 beschriebenen charakteristischen ] 
Eigenschaf ten zeigte. ; 

i 

Beispiel 25 

?§E§tellung_von_M-4 ! 

Die in Beispiel 22 beschriebene Verf ahrensweise wurde 
wiederholt, mit der Abanderung, daB die nachstehend 
angegebenen Mikroorganismen verwendet wurden. Die Umwand- : 
lung in M-4 ist durch die daneben angezeigten Abkurzungen ; 
angegeben : 

Mikroorganismus Umwandlung in M-4 



Mucor 


hiemalis 


f - 


hiemalis 


IFO-5303 


+4 


Mucor 


hi emails 


f - 


hiemalis 


IFO-856? 


+4 


Mucor 


hiemalis 


f . 


hiemalis 


IFO-844-9 


+4- 


Mucor 


hiemalis 


f . 


hiemalis 




+4 


Mucor 


hiemalis 


f . 


hiemalis 


IFO-8565 


+4- 


Mucor 


hiemalis 


f . 


hiemalis 


CBS-117-08 


+4 


Mucor 


hiemalis 


f . 


hiemalis 


CBS-109-19 


+4- 


Mucor 


hiemalis 


f . 


hiemalis 


CBS-200.28 


+4- 


Mucor 


hiemalis 


f - 


hiemalis 


CBS- 242. 33 • 


- -- ,.+4- 


Mucor 


hiemalis 


f - 


hiemalis 


CBS-110.19 


+4 


Mucor 


hiemalis 


f . 


hiemalis 


CBS-201.65 . 


+4- 
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Mucor bacilliformis NRKI>2346 

Mucor circinelloid.es .f - circinelloid.es 

Mucor circinelloides f_- circinelloides 
IFO-5775 

Mucor hiemalis f . corticolus NREIr-124-73 

Mucor dimorpho sporus IFO- 4-556 

Mucor fragilis CBS-236-35 

Mucor genevensis IFO-4585 

Mucor glo"bosus KRRL-12474 

Mucor circinelloides f . griseo-cyanus 

IFO-4563 

Mucor heterogporus NRRL-3154- 
Mucor spine sc ens IAM-6071 
Mucor chinensis IFO-4772 
Rhizopus circinans ATCC-1225 
Rhizopus arrhizus AICC- 11145 
ZyRorynchus moelleri IFO-4833 
Circinella muscae IFO-44-57 
Circinella rigida NRRIr-234-1 
Circinella umbellata NRKD-1713 
Circinella umbellata IFO-44-52 
Circinella umbellata • = IF0^5842. 
Actinomucor elegans ATCC-6476 
Phycomyces "blakesleeanus WERIr-1 24-75 
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Spuren 
Spuren 
+1 

+1 

Spuren 

Spuren 

+1 
+1 

Spuren 

+1 
Spuren 
Spuren 
Spuren 
+1 
+1 
+1 
+1 
Spuren 
+1 
+1 
+1 
+1 
Spuren 
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Martierella isabellina IFO-6739 Spuren 
Gongronella butleri IFO-8080 +1 
Pycnoporus coccineus NRRL--124-76 +3 
Rhizoctonia solani NKRL- 124-77 +2 

Die Abklirzungen, welche die Umwandlung in M-4 angeben, 
haben folgende Bedeutung : 



Spuren 




0,5 % 


Oder 


weniger 


+ 1 




0,5 - 


5 % 




+ 2 




5,0 - 


10,0 


% 


+ 3 




10,0 - 


30,0 


% 


+ 4 




70,0 - 


90,0 


% 



Beispiel 26 

20 500 ml-Sakaguchi-Kolben, die jeweils 100 ml eines Mediums 
der in Beispiel 22 beschriebenen Zusammensetzung enthielten, 
wurden mit Sporen von Circinella muscae IFO-4457 inokuliert. 
Das Inokulum wurde einer Schuttelkultur bei 26 °C mit 120 A.p.M. 
unterworfen. Nach 4 Tagen wurde ML-236B bis zu einer Endkon- 
zentration von 0,05 % (Gew/Vol) zugefugt und die Zuchtung 
wurde weitere 6 Tage bei 26°C und 120 A.p.M. vorgenommen. 

Nach Beendigung der Zuchtung wurde das Reaktionsgemisch der 
Umwandlung filtriert und das Filtrat wurde mit Trifluor- 
essigsaure auf einen pH-Wert von 3,0 eingestellt. Das Gemisch 
wurde dann 3 mal jeweils mit 1 1 Xthylacetat extrahiert, wobei 
eine IsoM-4' enthaltende Fraktion erhalten wurde. Dieser Ex- 
trakt wurde mit einer gesattigten wassrigen Losung von 
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Natriumchlorid gewaschen und dann zur Trockene einge- 
dampft. Auf diese Weise wurde ein Lacton als Produkt 
gebildet. Der Ruckstand wurde auf eine Lobar-Kolonne 
(Merck Si 60, Grofle A) aufgegeben und mit einem ftthyl- 
acetat-System gereinigt, wobei 12 mg IsoM-4 '-Lacton 
mit den in Beispiel 7 beschriebenen Eigenschaf ten erhalten 
vurden. 

Beispiel 27 

20 500 ml-Erlenmeyer-Kolben, die jeweils 100 ml eines 
Mediums der nachstehend gezeigten Zusammensetzung ent- 
hielten, wurden jeweils mit Sporen von Syncephalastrum 
nigricans NRRL-12478 angeimpft. Das Inokulum wurde dann 
einer Schuttelkultur bei 26°C und 220 A.p.M. unterworfen. 
Nach 3 Tagen wurde ML-236B bis zu einer Endkonzentration 
von 0,05 % (Gew/Vol) zugesetzt und die Zuchtung erfolgte 
bei 26°C und 220 A.p.M. 

Das verwendete Medium hatte folgende Zusammensetzung 
(Prozentangaben in Gew/Vol) : 



Glucose 1 % 

Pepton 0,2 % 

Fleischextrakt = 0,1 % 
Hefeextrakt 0,1 % 

Maisquellf lussigkeit 0,3 % 



(pH nicht eingestellt) 

Nach Beendigung der Zuchtung wurde das durch die Umwandlung 
erhaltene Reaktionsgemisch filtriert und das Filtrat wurde 
mit Trif luoressigsaure auf einen pH-Wert von 3 eingestellt. 
Das Gemisch wurde dann 3 mal mit jeweils 1 1 Athylacetat 
extrahiert, wobei eine M-4' enthaltende Fraktion gebildet 
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wurde, die in der Dunnschichtchromatographie (Platte : 
Merck Silicagel Art 5715; Losungsmittel : Gemisch aus 
Benzol, Aceton und Essigsaure im Volumverhaltnis 50 : 50 :3) 
einen Rf-Wert von 0,46 zeigte. Dieser Extrakt wurde mit 
einer gesattigten wassrigen Natriumchloridlosung gewaschen, 
iiber wasserf reiem Natriumsulf at getrocknet und durch Zugabe 
einer kataly tischen Menge Trif luoressigsaure lactonisiert . 
Das gebildete Gemisch wurde dann mit einer 5 %igen (Gew/Vol) 
wassrigen Losung von Natriumbicarbonat gewaschen, mit was- 
serfreiem Natriumsulf at entwassert und zur Trockene einge- 
dampft. Der Rlickstand wurde aus Athylacetat umkristalli- 
siert, wobei etwa 180 mg M-4'-Lacton erhalten wurden, das 
folgende physikalische Eigenschaf ten zeigte : 

1) Kernmagnetisches Resonanzspektrum : 

Gemessen in Deuterochlorof orm bei 100 MHz unter Verwendung 
von Tetramethylsilan als innerem Standard. 



6 ppm 






6,01 


(1H 


, Duplett) ; 


5,90 


(1H, 


Quadruplets) ; 


5,75 


(1H, 


Multiplett) ; 


5,50 


(1H, 


Multiplett) ; 


4,60 


(1H, 


Multiplett) ; 


4,25 


(1H, 


Multiplett) . 



2) Ultraviolett-Absorptionsspektrum (Methanol) X nm : 

max 

230, 237, 245 

3) Inf rarot-Absorptionsspektrum (KBr) \? cm -1 : 

3500, 1720 

4) Massenspektrum : 

M/e : 406 (M + )., 304 ,' 286 

5) Optische Drehung : 

[a]^ 5 = +310,9° (c = 0,66, Methanol) 



130052/0869 



67 - 



3122499 



6) Schmelzpunkt : 

141 - 143 °C 

7) Elementaranalyse : 

Berechnet : C: 67,95 %; H: 8,43 % 
Gefunden : C: 68,05 %; H: 8,37 % 

8) Dunnschichtchromatographie : 

TLC-Platte : Merck Silicagel Art 5715 

Losungsmittel : Benzol/Aceton (Volumverhaltnis 1 : 
Rf-Wert : 0,64 

Beispiel 28 

Unter Nacharbeitung im wesentlichen des gleichen Zuchtungs- 
verfahrens wie in Beispiel 27 wurde ein Umwandlungsreak tions- 
gemisch hergestellt. 

Nach Beendigung der Ziichtung wurde das durch die Umwand- 
lung erhaltene Reaktionsgemisch filtriert und der pH-Wert 
des Filtrats wurde mit Trif luoressigsaure auf einen Wert 
von 3 eingestellt. Das Filtrat wurde dann 3 mal mit jeweils 
1 1 ftthylacetat extrahiert, wobei eine M-4' enthaltende 
Fraktion gebildet wurde, die mit einer gesattigten wassrigen 
Losung von Natriumchlorid gewaschen und unmxttelbar danach 
in eine 5 %ige (Gew/Vol) wassrige Losung von Natriumbicar- 
bonat gegeben wurde. Auf diese Weise wurde eine das M-4'- 
Natriumsalz enthaltende Fraktion gebildet. Die so erhaltene- 
wassrige Schicht wurde mit 0,1 n Chlorwasserstof f saure auf • 
pH 8,0 eingestellt und an einer Diaion HP 20-Harz-Kolonne 
(Produkt der Mitsubishi Chemical Industries) adsorbiert. 
Die Elution erfolgte mit 50 %igem (Vol/Vol) wassrigem 
Aceton. Das Aceton wurde abdestilliert und der Ruckstand 
wurde gef r iergetrock.iet , wobei 1,41 g M-4 ' -Natriumsalz 
mit den nach stehendcn physikalischen Eigenschaf ten erhalten 
wurden : 
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1) Kernmagnetisches Resonanzspek trum : 

Gemessen in Deuterochlorof orm bei 60 MHz unter Verwendung 
von Tetramethylsilan als innerem Standard. 

6 ppm : 

6,00 (1H, Duplett) j 

5,95 (1H, Quadruplett) ; 

5,70 (1H, breites Singulett) ; 

5,50. (1H, breites Singulett). 

2 ) Ultraviolet t-Absorptionsspektrum (Methanol ) 

230, 238, 246 

3) Infrarot-Absorptionsspektrum (KBr) \7cm~ 1 : 

3400, 2900, 1680 

Beispiel 29 

2§E§£§IlyD2_Y2Q_M-4^ z MethYl ester 

Unter Nacharbeitung im wesentlichen des gleichen Zuchtungs- 
verfahrens- wie in Beispiel 27 wurde ein Umwandlungsreaktions- 
gemisch erhalten. 

Nach Beendigung der Zuchtung wurde das Umwandlungsgemisch 
filtriert und das Filtrat mit Trif luoressigsaure auf einen 
pH-Wert von 3 eingestellt. Es wurde dann 3 inal mit jeweils 
1 1 Xthylacetat extrahiert. Die kombinierten Extrakte 
wurden mit einer gesattigten wassrigen Natr iumchloridlosung 
gowaschen, wonach eine athorische Losung von Diazomethan 
zugesetzt wurde. Das gebildete Genii sch wurde 30 Minuten ste- 
hengelassen und dann unter vermindertem Druck zur Trockene 
eingedampft. Der Riickstand wurde unter Verwendung einer Lobar 
Kolonne (Merck RP-8, Grofle A) und unter Anwendung eines Ge- 
misches aus Benzol und Aceton im Volumverhaltnis 1 : 1 als 



max nm 
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Entwicklungslosungsmittel gereinigt. Auf diese Weise wurdcn 
150 mg M-4 ' -Methylester als farblose olige Substanz erhalten, 
welche die nachstehenden Eigenschaf ten zeigte : 

1 ) Kernmagnetisches Resonanzspektrum : 

Gemessen in Deu terochlorof orm bei 60 MHz unter Verwendunq 
von Tetramethylsilan als innerem Standard. 



(5"ppm 






6,01 


(1H, 


Duplett) ; 


5,90 


(1H, 


Quadruplett) ; 


5,75 


(1H, 


breites Singulett) ; 


5, 50 


(1H, 


breites Singulett) ; 


3,70 


(3H, 


Singulett) . 



2) Ultraviolett-Absorptionsspektrum (Methanol) a max nm : 

230, 238, 246 

3) Infrarot-Absorptionsspektrum (flussiger Film) <? cm 1 

3400, 1730 

4) Massenanalyse : 

Die Messung erfolgte nach der Silylierung mit N,0-Bis- 
(trimethylsilyl) -trif luoracetamid unter Anwendung eines 
Massenspektrometers Typ D-300 der Nippon Electronics. 
M/e : 654 (M + ) 
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Fig 3 
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Fig 5 
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Fig 1 
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